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capillary electrophoresis:  
a method for evolution and analysis 















MREs.  It allows  for evolution of MREs with  increased 
affinity for a given target in significantly fewer rounds 
of selection. In addition, a range of capillary electropho‑
resis  binding  assays  have  been  developed  which  can 
very accurately determine dissociation constant values 
for  MRE/target  complexes.  Capillary  electrophoresis 
has greatly influenced both evolution and characteriza‑
tion of MREs over the past decade. It will likely continue 




Molecular  Recognition  Elements  (MREs)  are  organic 
molecules such as DNA, RNA, or polypeptides capable 
of  binding  a  target  with  high  affinity  and  specificity 
(Klussmann 2006). Applications of MREs include biosen‑
sors for drugs and explosives, drug discovery, diagnos‑




  The  evolution of MREs  is  a process known as 
the  Systematic  Evolution  of  Ligands  by  Exponential 





called  in‑vitro  evolution.  MREs  can  be  derived  via  a 
number  of  selection methods  including  capillary  elec‑
trophoresis.  Capillary  Electrophoresis  SELEX,  or  CE‑
SELEX, is a method of selection which has begun to take 
footing in many traditional SELEX labs. Capillary elec‑
trophoresis  offers  several  benefits  when  compared  to 
traditional  selection methods. These  include  increased 
target  binding  affinity  and  fewer  rounds  of  selection 
(Klussmann 2006). 
  This  review  will  detail  advancements  in  CE‑
SELEX  and  CE‑affinity  assays  over  the  past  decade. 














MREs  bind with  their  target  in  a  lock‑and‑key model 
using non‑covalent interactions such as hydrogen bond‑
ing and dipole‑dipole interactions (Klussmann 2006). In 
many ways,  they  are  comparable  to  antibodies. How‑
ever, unlike antibodies,  they can be easily created and 
selected  against without  the use  of  a  living organism. 
MREs  can  be  formed  from DNA,  RNA,  or  amino  ac‑
ids.  DNA MREs  are  remarkably  stable  under  varying 
conditions and can be readily synthesized. RNA MREs 
have additional means of synthesis, but are not excep‑
tionally  stable.  Amino  acid  MREs  provide  increased 
variability  of  the  pool  and  the  prospect  of  alternative 
selection methods. The target and potential application 
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These  sequences  are  typically  commercially  ordered 
from a synthesis house. The researcher will specify their 













moved  –  thus  activating  the monomer. Next,  through 
a condensation reaction,  the next base  to be added at‑
taches to the 5’ end of the growing chain. The resulting 
compound  contains  an  unstable  trivalent  phosphate 
group which is then oxidized to the stable pentavalent 




otide of  the desired sequence or  length  is  formed (Be‑
hlke and Devor 2005). This process is fully automated, 
and  custom  oligonucleotides  can  be  ordered  for  next 
day delivery.  
  Once  a  random pool  is  obtained,  the  selection 





Sequences  with  high  affinity  for  the  target  will  bind 
forming  a  sequence/target  complex.  Bound  sequences 










or  tubes.  The  target  can  then  be  biotinylated  and  the 















































until  an MRE with high affinity and  specificity  for  the 
target has evolved. In Figure 2, the MRE pool has been 
fluorescently tagged, and this emission is being detected 
(Mendonsa  and  Bowser  2004).  The  technique  of  using 
fluorescent tags is relatively common and produces only 
two peaks  on  an  electropherogram. Typically,  an MRE 
with high affinity for the target can be evolved in fewer 
than 5 rounds of selection. This free solution technique is 
significantly  faster  than  immobilized  techniques which 
average  10‑20  rounds  of  selection  to  achieve  the  same 
target binding affinity (Landers 2008).
MRE Optimization
Immediately  following  selection,  the  collected  fraction 
of MREs is amplified and sent to one or 
more  oligo‑houses  such  as  Integrated 
DNA  Technologies  (IDT)  or  Invitrogen 
for  separation,  sequencing,  and  synthe‑
sis. Once a potential MRE candidate has 
been sequenced, it will undergo a series 
analyses.  Sequencing  provides  vital  in‑
formation  about  the  binding  motifs  of 
each MRE. Various programs have been 
developed which can readily predict the 
tertiary  structure  or  folding  of  an MRE 
when  given  a  particular  sequence  of 
amino acids or nucleotides (Klussmann 
2006).  Potential  target  binding  motifs 







ly  identify  the  binding  motif.  Point  mutations  which 








When  regarding  potential  applications,  MREs  are  of‑
ten  compared  to  antibodies.  However,  MREs  have 
been  evolved which  have  far  higher  binding  affinities 
for  their  targets, making  them  ideal  for additional ap‑
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Macugen, has helped  to  reduced severe vision  loss by 
about 50% in those receiving treatment (Lee et al. 2005). 













optimization,  MREs  could  provide  an  a:ractive  new 
means of separation of chiral compounds.
Capillary Electrophoresis ‑ SELEX




not  immobilized  –  thus  increasing  surface  area  avail‑












tic use  for HIV, Mosing, Mendonsa,  and Bower  (2005) 
set  out  to  create  an  MRE  which  specifically  bound 
HIV’s  reverse  transcriptase  protein  (HIV‑RT).  For  this 
study,  they  chose  a  single‑stranded  DNA  library  or 
pool consisting of 40 random nucleotides flanked by 20 

















  This  study  is  of  specific  interest  as  it  demon‑






























performed  post‑SELEX  or  derived  from  the  selection 
process  itself. Dissociation constants are key  in under‑
standing  target/MRE  interactions  and  can  olen  help 
predict  the  MREs  applicability  under  varying  condi‑
tions  (Klussmann 2006). Kd  can be defined as koff/kon – 














Affinity  Probe  Capillary  Electrophoresis  (APCE)  was 
one of the first assays to be used post‑SELEX to deter‑
mine the Kd of a given MRE. This method of determin‑
ing Kd  can give quick,  but vague Kd values.  In APCE, 
potential MREs are  labeled with a fluorescent  tag and 
added  to  a  known  concentration  of  the  target  (Land‑
ers 2008). The target concentration can be increased or 
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changes  are very  slight  in DNA or RNA/protein  com‑

















one  peak  corresponding  to  the MRE/protein  complex 
(Fig. 10). The Kon value can be determined by analysis 
of  the  shape  of  this  sweeping  region  through  a  series 
of differential calculations which are not detailed here 
(Okhonin, Berezovski, and Krylov 2004). Using multiple 


























rate  through  the  solution,  corresponding  to  higher Kd 
values. MREs which spend more time in complex with 
the  target  migrate  slower,  corresponding  to  lower  Kd 
values (Landers 2008). In order to elute a fraction con‑
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lov,  three  smart‑MREs  with  different  predefined  Kd 
values were evolved using ECEEM (2005). These MREs 






are  shown  as  black  bars  (Drabovich,  Berezovski,  and 











MRE/Target  complex  as  well  (Klussmann  2006).  Ad‑





sive  capillary  electrophoresis  separations.  This  greatly 
reduced the time and associated cost of MRE evolution. 
Successive  rounds of NECEEM were used  to partition 










  To  compare  evolved  MREs,  researchers  ran 
Non‑SELEX NECEEM and SELEX NECEEM in parallel. 













ed  system, while  the  traditional  selection  took  several 
days  (Berezovski  et  al.  2006).  In  addition,  eliminating 
the PCR amplification step opens new doors for evolv‑
ing MREs out of completely random pools which do not 
contain  known  primers  for  amplification  (Klussmann 
2006).  This  is  of  particular  interest  in  development  of 
DNA tagged small molecules for therapeutic use (Gart‑
ner  et  al.  2004). With  advances  in  CE  technology,  the 
evolution  of MREs will  likely  become  even more  effi‑
cient in the future.
Concluding Remarks
Molecular  Recognition  Elements  are  versatile  com‑
pounds which have potential uses in a variety of fields. 
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